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Velho Tema 
 
Só a leve esperança, em toda a vida, 
Disfarça a pena de viver, mais nada; 
Nem é mais a existência, resumida, 
Que uma grande esperança malograda. 
 
O eterno sonho da alma desterrada 
Sonho que a traz ansiosa e embevecida, 
É uma hora feliz, sempre adiada 
E que não chega nunca em toda a vida. 
 
Essa felicidade que supomos, 
Árvore milagrosa que sonhamos 
Toda arreada de dourados pomos, 
 
Existe, sim: mas nós não a alcançamos 
Porque está sempre apenas onde a pomos 
E nunca a pomos onde nós estamos. 
 
(Vicente de Carvalho) 
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    RESUMO 
Esse estudo investigou o efeito de um agonista e antagonista 
canabinóides injetados na região rostral da concha do Núcleo Accumbens 
(cnAcb) sobre comportamentos relacionados à ansiedade e ingestão 
alimentar. Ratos Wistar machos de aproximadamente dois meses (270g-
290g) foram unilateralmente injetados com ACEA (Araquidonoil-2-
Cloroetilamida, um agonista de receptores canabinóides tipo 1) nas doses 
de 0,005, 0,05 ou 0,5 pmol, ou veículo (VEH, etanol 0,04% em salina 
0,9%) na região da cnAcb e posteriormente submetidos ao Labirinto em 
Cruz Elevado (LCE), um teste pré-clínico de ansiedade. Outro grupo de 
animais foi submetido à caixa de ingestão, onde foram ambientados dois 
dias antes do experimento, foram privados de alimento 24 horas antes do 
teste e no dia do teste receberam as microinjeções unilaterais ACEA ou 
AM251 ((N-(Piperidina – 1 – yl ) – 5 - ( 4 – iodofenil ) – 1 - (2 ,4 - 
diclorofenil) - 4- metil – 1 H – pirazol - 3- carboxamida, um antagonista 
de receptores canabinóides tipo 1, CB1), posteriormente submetidos à 
caixa de ingestão para avaliação de comportamentos ingestivos e não 
ingestivos. Com relação ao LCE, os dados mostraram que os ratos 
injetados com ACEA (0,05 pmol/0,2μl) na cnAcb, exibiram uma 
diminuição do número de entradas nos braços abertos do  LCE e da % de 
tempo de permanência nos braços abertos em comparação aos animais do 
grupo controle tratados com veículo, o que demonstra efeito ansiogênico. 
As demais doses de 0,005 ou 0,5 pmol não alteraram o comportamento 
dos animais no LCE. Para descartar a hipótese de dispersão da droga para 
o ventrículo lateral devido à proximidade anatômica com o nAcb, a dose 
que promoveu efeito ansiogênico, ACEA 0,05pmol, foi injetada no 
ventrículo lateral e não alterou as respostas representativas de 
medo/ansiedade nem atividade locomotora no LCE, demonstrando assim 
que o efeito que observamos foi devido a ação na cnAcb. Com relação a 
ingestão alimentar, ACEA não alterou a quantidade de alimento ingerido, 
nem a frequência, duração e latência da ingestão alimentar, nem os 
comportamentos não ingestivos. AM251também não alterou os 
comportamentos ingestivos e não ingestivos. Esses dados sugerem que a 
ativação dos receptores canabinóides na cnAcb rostral, pode modular os 
comportamentos de medo/ansiedade no LCE, mas não modula 
comportamentos ingestivos em ratos privados de alimento. 
 
Palavras Chave: Núcleo Accumbens, Ansiedade, Ingestão Alimentar, 
CB1, ACEA, AM251. 
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          ABSTRACT 
 
This study investigated the effect of a cannabinoid agonist and 
antagonist injected into the rostral region of the nucleus Accumbens shell 
(AcbSh) on anxiety related behaviors and food intake. Male Wistar rats of 
approximately two months (270g-290g)  were unilaterally injected with 
ACEA (Arachidonyl-2'-chloroethylamide, a CB1 receptor agonist) at 
doses of 0.005, 0.05 or 0.5 pmol, or vehicle (VEH, 0.04% ethanol in 
saline 0.9%) in the region shell of nAcb and submitted to the Elevated 
Plus Maze (EPM), a preclinical test of anxiety. Other animal group was 
submitted to feeding box test, which were acclimated two days before the 
experiment, were deprived of food 24 hours before the test, and on the 
day of the test received unilateral microinjections of ACEA or AM251(N-
(Piperidin-1-yl)-5-(4-iodophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl-1H-
pyrazole-3-carboxamide, a CB1 receptor antagonist), subsequently 
submitted to the feeding box to the ingestive and non ingestive behaviors 
evaluation. In relation to EPM, the data showed that rats injected with 
ACEA (0.05 pmol / 0.2μl) in the AcbSh, exhibited a decrease in number 
of entries and % of time into the open arms of the maze (EPM) compared 
to control group treated with vehicle, indicating an anxiogenic effect. 
Other treatments of 0.005 or 0.5 pmol did not change the behavior of 
animals in the EPM. To discard the possibility of drug dispersion into the 
lateral ventricle due to anatomical proximity to the AcbSh, the dose that 
promoted anxiogenic effect, ACEA 0.05pmol, was injected into the 
lateral ventricle and did not alter the representative responses of fear / 
anxiety or locomotor activity in EPM, thus demonstrating the regional 
characteristics of the drug effect only in the nAcb shell. Regarding the 
food intake, ACEA did not alter the amount of food intake or the 
frequency, duration and latency of food intake, or non ingestive 
behaviors. AM251 also did not alter the ingestive or non ingestive 
behaviors. These data suggest that activation of cannabinoid receptors in 
the AcbSh may modulate the behaviors of fear/anxiety in EPM, but do not 
modulate ingestive behaviors in rats deprived of food. 
 
Keywords: Nucleus Accumbens, Anxiety, Food intake, CB1, 
ACEA, AM251. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Nosso laboratório vem trabalhando ao longo dos últimos 10 
anos em pesquisas que busquem desvendar o papel do Núcleo 
Accumbens (nAcb) sobre comportamentos de ansiedade e ingestão 
alimentar em ratos. Muito já foi estudado e descoberto sobre a 
influência dos múltiplos sistemas de neurotransmissão desse núcleo, 
que é amplamente influenciado por diversos neurotransmissores e 
complexamente interligado com inúmeras regiões encefálicas (para 
revisão ver BASAR et al., 2010).  LOPES et al. em 2007 mostraram 
que os agonistas dos receptores GABA (Ácido gama-aminobutírico), 
quando injetados na região da concha do Núcleo Accumbens (cnAcb), 
induziram efeitos ansiolíticos em ratos testados no LCE. DA CUNHA 
et al., 2008a, 2008b mostraram um efeito ansiolítico após a 
administração de antagonistas de receptores AMPA (Ácido α-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propiônico) na cnAcb rostral em ratos 
testados no Labirinto em Cruz Elevado (LCE). KOCHENBORGER et 
al., 2012, mostraram um efeito ansiolítico do agonista adrenérgico α2 
injetado na cnAcb rostral em ratos submetidos ao LCE. Percebe-se 
que a cnAcb exibe uma importante influência nos estados emocionais 
e demonstramos que esta é modulada por pelo menos três sistemas de 
neurotransmissão diferentes de acordo com nossas pesquisas 
anteriores. 
Sabe-se também que a cnAcb modula comportamentos 
ingestivos através de muitos sistemas neuroquímicos como 
demonstrado por nosso grupo. LOPES et al., 2007 e 2012, 
demonstraram a modulação da ingestão de alimentos em ratos 
saciados e privados de alimento através do sistema GABAérgico. 
Estudos nos quais obtivemos respostas relacionadas à ansiedade (DA 
CUNHA et al., 2008a; KOCHENBORGER et al., 2012) não 
demonstraram efeitos da neurotransmissão glutamatérgica e 
noradrenérgica sobre a ingestão alimentar, e a manipulação 
farmacológica desses receptores localizados rostralmente na cnAcb 
não foi capaz de alterar a ingestão em ratos saciados, embora a 
literatura disponha de trabalhos demonstrando essa relação (KELLEY 
e SWANSON, 1997; STRATFORD et al., 1998). 
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Tendo esses trabalhos anteriores do nosso grupo como base de 
dados a respeito do nAcb, objetivamos neste presente estudo avaliar a 
influência dos receptores canabinóides do tipo 1 (CB1) sobre os 
comportamentos defensivos e ingestivos, tendo em vista a ampla 
importância dos canabinóides na modulação da ansiedade e ingestão, e 
o fato de não haver estudos demonstrando sua participação na cnAcb 
sobre comportamentos de ansiedade e ingestão de alimento em 
animais privados de alimento por 24 horas. Dessa forma, esperamos 
contribuir para a compreensão de mais um sistema de 
neurotransmissão desse núcleo que é nosso objetivo de estudos há 
muito tempo. 
 
 
 
 
1.1 Núcleo Accumbens 
 
 
O nAcb é uma área encefálica dividida em duas regiões 
distintas, região do centro (que regula preferencialmente funções 
motoras) e região da concha (relacionada a funções límbicas). Este 
núcleo forma uma ampla parte do estriado ventral (Figura 1), estando 
localizado medialmente à cabeça do caudado no prosencéfalo basal 
(BASAR et al., 2010); em humanos sua posição é dorsalmente ao giro 
caudal do córtex órbito-frontal e em ratos está posicionado 
dorsalmente ao tubérculo olfatório.  
O Accumbens é um núcleo que possui aferências e eferências 
para muitos outros núcleos e participa da modulação de diversos 
comportamentos como comportamento sexual, comportamentos 
ingestivos e defensivos, motivação, reforço e também influencia a 
modulação da neurotransmissão em diversas outras estruturas 
encefálicas (BASAR et al., 2010). 
A cnAcb se comunica vastamente com regiões como tálamo, 
hipotálamo, hipocampo, amigdala, córtex pré-frontal medial, pálido 
ventral, núcleo do trato solitário, substância negra e área tegmental 
ventral, estando portanto amplamente envolvida com funções límbicas 
e constantemente sob influência de multiplos sistemas de 
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neurotransmissão, tais como glutamato, GABA, peptídeos opióides, 
dopamina e noradrenalina (BASAR et al., 2010; HEIMER et al., 
19911; ZAHM e BROG, 1992; BAGOT et al., 2015).  
A cnAcb recebe projeções dopaminérgicas da área tegmental 
ventral relacionadas ao condicionamento pelo medo e reforço (PEZZE 
e FELDON, 2004; NAUTA et al., 1978), também recebe projeções 
noradrenérgicas do núcleo do trato solitário (NTS; DELFS et al., 
1998) e projeções glutamatérgicas que provém do córtex pré-frontal 
medial, amigdala basolateral e formação hipocampal (MORGANE et 
al., 2005; BAGOT et al., 2015), cujas quais regiões estão amplamente 
envolvidas no processamento de estímulos emocionais, convergem 
sobre os neurônios GABAérgicos da cnAcb (HEIDBREDER e 
GROENEWEGEN, 2003), indicando que a cnAcb integra estes 
estímulos emocionais inicialmente processados por tais regiões 
(REYNOLDS e BERRIDGE, 2002; SEAMANS e PHILLIPS, 1994; 
SETLOW et al., 2000; BAGOT et al., 2015).  
A modulação de comportamentos defensivos pelo nAcb é bem 
conhecida, em que a manipulação farmacológica de sistemas 
neurotransmissores como o GABAérgico, glutamatérgico e 
noradrenérgico promove diferentes efeitos em ratos testados no LCE.  
Agonistas GABAérgicos na cnAcb rostral demonstraram um efeito 
ansiolítico em ratos testados no LCE (LOPES et al., 2007 e 2012). 
Um agonista adrenérgico α2, a clonidina, injetado na cnAcb rostral 
também promoveu uma resposta de ansiólise em ratos submetidos ao 
LCE (KOCHENBORGER et al., 2012).  
O papel do glutamato na região da cnAcb na modulação da 
ansiedade é também bem estabelecido. Alguns estudos demonstram 
que a microinjeção de antagonistas dos receptores AMPA na cnAcb 
evoca comportamentos defensivos em ratos (fugas, mordidas 
defensivas e vocalizações; REYNOLDS e BERRIDGE, 2003). 
Estudos do nosso grupo demonstram respostas contrárias a esse 
achado, uma vez que o bloqueio dos receptores AMPA na cnAcb 
induz efeito do tipo ansiolítico em ratos testados no LCE, (DA 
CUNHA et al., 2008a, 2008b).  
REYNOLDS e BERRIDGE, 2001 e 2002 também demonstram 
o papel do nAcb sobre comportamentos defensivos, manipulando 
farmacologicamente os sistemas glutamatérgico e GABAérgico e 
inclusive demonstraram que há uma diferença no gradiente 
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rostrocaudal de ativação dos receptores no Acb, onde regiões rostrais 
e caudais modulam diferentemente ansiedade e ingestão alimentar.  
A respeito da relação entre o sistema canabinóide e os 
comportamentos defensivos, não há trabalhos na literatura que 
demonstrem os efeitos da manipulação farmacológica de receptores 
CB1 na concha do accumbens sobre comportamentos de ansiedade no 
LCE, por este motivo é que nosso trabalho é de fundamental 
relevância nesse campo de estudo. 
A modulação da ingestão de alimentos pelo nAcb também é 
bem descrita pela literatura. Com relação à neurotransmissão 
GABAérgica, tem sido demonstrado que a microinjeção de agonistas 
dos receptores GABAA e GABAB na cnAcb aumenta a ingestão de 
alimentos em ratos saciados (LOPES et al., 2007, REYNOLDS e 
BERRIDGE, 2001; BASSO e KELLEY, 1999; STRATFORD e 
KELLEY, 1999; STRATFORD e KELLEY, 1997), enquanto a 
microinjeção de antagonistas GABA na cnAcb diminui a ingestão de 
alimento induzida por agonistas GABAérgicos (STRATFORD e 
KELLEY, 1997; ZNAMENSKY et al., 2001).  
Elevados níveis de ingestão de alimento (efeito hiperfágico) 
também têm sido obtidos pela microinjeção de antagonistas dos 
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA na cnAcb (KELLEY e 
SWANSON, 1997; STRATFORD et al., 1998). Sabe-se também que 
a modulação da ingestão de alimentos por opioides no nAcb é bem 
estabelecida (KELLEY et al., 2005) e a microinjeção de agonistas dos 
receptores opióides do tipo  na região da cnAcb induz aumento da 
ingestão de alimentos em ratos (MACDONALD et al., 2004).  
Com relação aos endocanabinóides, agonistas canabinóides na 
cnAcb demonstram uma resposta de hiperfagia (CORTÉS-SALAZAR 
et al., 2012 e 2014) e esse efeito é geralmente bloqueado com a ação 
de antagonistas (SORIA-GÓMEZ et al., 2007 e 2010). A microinjeção 
de anandamida na cnAcb também induziu hiperfagia (KIRKHAM et 
al., 2002; MAHLER et al., 2007). Além disso, a ativação dos 
receptores CB1 na cnAcb aumenta o consumo de alimento 
favorecendo o consumo de componentes nutricionais de elevado valor 
hedônico (MAHLER et al., 2007; ESCARTÍN-PÉREZ et al., 2009).   
Dessa forma observa-se que o nAcb é um importante 
modulador de sistemas que estão diretamente envolvidos nos 
comportamentos defensivos e ingestão alimentar e a ativação ou 
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bloqueio de sua neurotrasmissão local pode evidenciar efeitos diversos 
sobre esses comportamentos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. A. Representação esquemática e tridimensional do 
posicionamento do Acb no encéfalo do rato e suas regiões, (extraído e 
adaptado de BASAR et al., 2010). B, Corte histológico no plano 
coronal do encéfalo do rato, (extraído e adaptado do Atlas PAXINOS 
e WATSON, 2007),  demonstrando as mesmas estruturas de A. 
 
 
 
 
1.2  Labirinto em Cruz Elevado 
 
 
 
 O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um modelo bastante 
utilizando pelo nosso grupo de pesquisa e bem estabelecido pela 
literatura, como um modelo de ansiedade baseado no estudo do 
comportamento espontâneo e incondicionado (RODGERS e DALVI, 
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1997) no qual a exposição de roedores ao mesmo produz efeitos 
fisiológicos e comportamentais que consistem em medo/ansiedade. O 
ambiente do LCE é onde o animal evoca ao mesmo tempo medo e 
curiosidade, promovendo um conflito para a exploração do mesmo 
(RODGERS et al., 1999). Desse modo, ele é utilizado como uma 
importante ferramenta para entender as bases biológicas da 
emocionalidade, da aprendizagem e memória emocional.  
  O LCE consiste em um aparato elevado do chão com quatro 
braços posicionados em direções opostas, dois fechados e dois abertos 
(posicionados perpendicularmente, Figura 2). Neste aparato são 
avaliadas variáveis espaço-temporais e etológicas. Os índices 
primários de ansiedade avaliados nesse modelo são as medidas 
espaço-temporais que se relacionam com a frequência de entradas nos 
braços abertos do aparato (EA) e a quantidade de tempo gasto nessas 
áreas aversivas (TA, RODGERS e JOHNSON, 1995), e no tempo e 
número de entradas nos braços fechados (TF, EF), este último é 
representativo da atividade locomotora do animal (CRUZ et al., 
1994). 
 As “Entradas” e “Saídas” dos braços consistem na colocação 
das quatro patas do animal dentro ou fora de um braço, 
respectivamente. De modo geral sabe-se que os animais evitam os 
espaços abertos do labirinto, já que os mesmos provocam medo 
(comportamento de esquiva) (RODGERS E DALVI, 1997). Sabe-se 
também que os animais exibem uma natural preferência pelos braços 
fechados do labirinto e drogas que aumentam as entradas dos animais 
nos espaços abertos são consideradas ansiolíticas. É bem estabelecido 
pela literatura que ansiolíticos clássicos são capazes de aumentar essa 
exploração dos braços abertos, sem interferir com a atividade motora 
(PELLOW et al., 1985). Contrariamente, drogas que diminuem as 
entradas nos braços abertos do aparato são caracteristicamente 
ansiogênicas (CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005). 
 Outras variáveis espaço-temporais avaliadas são a 
porcentagem de entrada nos braços abertos (%EA) e a porcentagem de 
tempo de permanência nos braços abertos (%TA), e são variáveis que 
se relacionam diretamente com os índices de ansiedade do animal no 
labirinto (RODGERS et al., 1997). Juntamente com as variáveis 
espaço-temporais, são bem estabelecidas e avaliadas as variáveis 
etológicas, que são aquelas que compreendem comportamentos típicos 
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da espécie (SETEM et al., 1999; RODGERS e JOHNSON, 1995; 
RODGERS et al., 1999).  
 As principais variáveis etológicas avaliadas relacionadas à 
ansiedade são SAP (do inglês, “stretched attend postures”) que se 
caracteriza pelo movimento no qual o animal estica o corpo, 
projetando as patas dianteiras para a frente,  explora o ambiente 
somente com a cabeça e retoma a posição inicial e imersão de cabeça 
que é o movimento exploratório de cabeça/ombros sobre a borda 
lateral dos braços abertos em direção ao chão (RODGERS et al., 
1999; RODGERS et al., 1997, RODGERS E DALVI, 1997). 
 Também são avaliadas a exploração vertical (movimento 
vertical no qual o animal mantém seu corpo erguido somente pelas 
patas traseiras) e auto-limpeza (ato de limpar qualquer parte da 
superfície corporal com a língua, dentes e/ou patas dianteiras) 
(RODGERS et al., 1999;. RODGERS et al., 1997, CRUZ, et al., 
1994, RODGERS E DALVI, 1997). Sabe-se que a redução do 
comportamento tipo SAP e um aumento de imersão de cabeça 
categorizam uma resposta ansiolítica no LCE (RODGERS et al., 
1997). 
 
 
                 
 
 
Figura 2. Fotografia do Labirinto em Cruz Elevado, usado nos 
experimentos. 
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1.3 Caixa de Ingestão 
 
 
 A caixa de ingestão consiste em um espaço utilizado para 
avaliar os comportamentos ingestivos e não ingestivos dos animais 
(Figura 3), onde o animal é exposto por um período determinado para 
deambular livremente pela mesma que contem em seu interior apenas 
água e alimento previamente pesados. Este período em que o animal 
deambula pela caixa é filmado para posterior avaliação dos 
comportamentos ingestivos e não ingestivos. Este aparato tem sido 
amplamente utilizado por nosso laboratório (DA CUNHA et al., 2008 
a; LOPES et al., 2007 e 2012;  KOCHENBORGER et al., 2012).  
Uma ampla gama de comportamentos é avaliada na caixa de 
ingestão: exploração do alimento (o animal manipula e cheira o 
alimento, mas não o ingere), ingestão alimentar (quando o animal 
mastiga o alimento ingerindo-o). Desse último comportamento é 
comumente avaliada a frequência (número de vezes que o animal 
ingere o alimento), latência (período que o animal leva pra iniciar a 
ingestão do alimento) e a duração (tempo que o animal permanence 
comendo), comportamentos estes que se relacionam com saciação 
(finalização da refeição) e saciedade (inibição da alimentação após a 
refeição, caracteriza o intervalo entre as refeições) (HALFORD et al., 
1998; SETEM et al., 1999). 
 Outros comportamentos caracterizados como não ingestivos 
também são avaliados na caixa de ingestão, como exploração vertical 
(movimento vertical no qual o animal mantém seu corpo erguido 
somente pelas patas traseiras), exploração não locomotora (ENL, o 
animal explora o ambiente movendo a cabeça sem mover as patas), 
locomoção (animal deambula pela caixa movendo-se completamente 
com as quatro patas), imobilidade (animal fica parado na mesma 
posição completamente imóvel), auto-limpeza (o animal limpa 
qualquer parte da superfície corporal com a língua, dentes e/ou patas 
dianteiras) (HALFORD et al., 1998). 
 A variável SAP, intimamente relacionada com comportamentos 
de ansiedade e bem caracterizada pela literatura no LCE (RODGERS 
et al., 1999;. RODGERS et al., 1997), também é avaliada na caixa de 
ingestão e está diretamente relacionada com o nível de ansiedade do 
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animal neste espaço (variável esta modificada do LCE para a caixa de 
ingestão, seguindo definição de CRUZ (1994).  
 
 
                      
 
Figura 3. Fotografia da Caixa de registro dos comportamentos 
ingestivos e não ingestivos usada nos experimentos. 
 
 
1.4 Sistema Canabinóide  
 
 
1.4.1 Endocanabinóides 
 
O componente psicoativo da Cannabis sativa, o 
9
-THC 
(Delta-9-tetra-hidrocanabinol), foi isolado há mais de quarenta anos 
por MECHOULAM et al., (1967), e os receptores canabinóides foram 
somente algumas décadas depois caracterizados, recebendo a 
denominação de receptores CB1 (DI MARZO, 2009). Os receptores 
CB1 são vastamente expressos no encéfalo, em áreas como 
hipocampo, córtex, substantia nigra, globo pálido, cerebelo e nAcb 
(SUGIURA, et al., 2006; TSOU et al., 1998). Assim como os 
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receptores CB1, receptores CB2 são bem descritos, porém estes são 
expressos no sistema imunológico, participando da regulação das 
respostas imunes e inflamatórias (SUGIURA, et al., 2006). 
Os endocanabinóides (eCBs), que são os ligantes endógenos 
dos receptores CB1, representam uma classe de moléculas lipídicas, 
sendo eles a anandamida (N-araquidoniletanolamina; AEA), primeiro 
canabinóide endógeno descoberto na década de 90 (DEVANE et al., 
1992), e o 2-araquidonilglicerol (2-AG), (SUGIURA et al., 1995). 
Uma ampla variedade de estímulos, como a despolarização da 
membrana, estimulação do receptor, aumento do Cálcio intracelular, 
podem desencadear a clivagem de fosfolipídios membranares e 
eventualmente a síntese canabinóide (PAGOTTO et al., 2006).  
Quando produzidos, os eCBs são imediatamente liberados na 
fenda sináptica por um processo que não envolve estocagem em 
vesiculas nem exocitose, através de uma sinalização retrógrada 
(Figura 4), podendo exercer seus efeitos através de receptores 
canabinóides CB1 e CB2, os quais estão acoplados a proteína G 
(PIOMELLI et al., 2000), ou através de receptores do tipo TRPV1 
(Receptor de Potencial Transiente Vanilóide 1), também denominado 
receptor canabinóide ionotrópico (WITKIN et al., 2005; PIOMELLI 
et al., 2000).  
A síntese da anandamida ocorre primeiramente pela síntese do 
precursor, a N-arachidonoilfosfatidiletanolamina (NAPE), que é 
catalizada pela enzima N-aciltransferase; posteriormente à clivagem 
da NAPE, catalizada pela fosfolipase D, para a então obtenção da 
anadamida. O 2-AG também passa por um processo enzimático para 
sua síntese; a clivagem do fosfatidilinositol (PI) para se obter o 1,2-
diacilglicerol (DAG), catalisada por uma fosfolipase como a 
fosfolipase C (PLC), e subsequentemente a conversão da DAG para 2-
AG, catalisada por diacilglicerol lipase (DGL), desta forma então 
promovendo a síntese dos dois endocanabinóides (PIOMELLI et al., 
2003). 
Quando liberados, a atividade dos eCBs na fenda sináptica é 
determinada por um sistema de captação celular, eles podem ser 
internalizados pelos neurônios por meio de um transporte com 
mecanismo de alta afinidade, chamado de transportador canabinóide. 
Quando internalizados, os ECbs podem passar por um processo de 
degradação por hidrólise por meio de enzimas específicas, sendo a 
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anandamida degradada através da enzima Amido Hidrolase de Ácidos 
Graxos (FAAH), formando então o ácido araquidônico e a 
etanolamina e o 2-AG degradado pela Monoacilglicerol Lipase 
(MGL) (PIOMELLI et al., 2003). Portanto, a sinalização canabinóide 
é limitada por eficientes processos de degradação que envolvem sua 
difusão para dentro da célula e seu catabolismo enzimático específico 
(PAGOTTO et al., 2006). 
Os endocanabinóides regulam amplamente diversas funções 
cerebrais, as quais  estão envolvidas em respostas fisiológicas e 
comportamentais de estresse, emocionalidade, antinocicepção, 
atividade metabólica, adicção, ingestão alimentar, entre outras 
(AMERI, 1999; RIEBE e WOTJAK, 2011; SAITO et al., 2010; 
MCLAUGHLIN e GOBB, 2011; DI MARZO et al., 2009; COTA et 
al., 2003). 
        
 
Figura 4. Representação esquemática do sistema canabinóide e sua 
sinalização retrógrada. No centro da figura estão representados os 
Endocanabinóides (AEA e 2-AG). 1-Síntese, 2-Ligação dos eCBs ao 
receptor CB1, 3-Transporte para dentro da célula (os transportadores 
estão representados pela letra T) e 4-Degradação pelas enzimas 
específicas (MGL e FAAH). Extraído e adaptado de SAITO et al., 
2010 e PAGOTTO, et al., 2006. 
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1.4.2 Canabinóides e Ansiedade 
 
 
 Os Endocanabinóides modulam diferentemente uma série de 
respostas relacionadas à emocionalidade, memória e ansiedade 
(RUEDA-OROZCO et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009; 
RUTKOWSKA et al., 2006). Manipulações farmacológicas que 
aumentam a atividade dos eCBs, seja pela ativação dos receptores 
CB1, pela inibição da enzima FAAH ou inibição da captação neuronal, 
induzem efeito ansiolítico em modelos animais de ansiedade, tais 
como o LCE (BORTOLATO et al., 2006; PATEL e HILLARD, 2006; 
BRAIDA et al., 2007; NAIDU et al., 2007; MOISE et al., 2008; 
MOREIRA et al., 2008; NADERI et al., 2008; MICALE et al., 2009; 
BUSQUETS-GARCIA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2009; RUBINO 
et al., 2007) e caixa claro/escuro (RUTKOWSKA et al., 2006; 
SCHERMA et al., 2008).  
Normalmente, baixas doses de eCBs são ansiolíticas, enquanto 
que doses mais elevadas tendem a ser ansiogênicas (MOREIRA e 
WOTJAK, 2010). Testes pré-clinicos de ansiedade demonstram que a 
administração sistêmica de antagonistas dos receptores CB1 pode 
induzir efeito do tipo ansiolítico (SINK et al., 2010; GRIEBEL et al., 
2005), ansiogênico (THIEMANN et al., 2009; NAVARRO et al., 
1997) ou pode não apresentar efeito algum (ADAMCZYK et al., 
2008). Por outro lado, estudos clínicos mostram que o bloqueio 
crônico dos receptores eCBs eleva o índice de ansiedade e depressão 
em indivíduos sem história prévia de doenças mentais (NISSEN et al., 
2008; HILL e GORZALKA, 2009).  
Estudos envolvendo a microinjeção local de drogas que alteram 
a atividade dos eCBs revelam que a amígdala, hipocampo (ventral e 
dorsal), substância cinzenta periaquedutal dorsolateral (dlPAG) e 
córtex pré-frontal representam sítios onde os eCBs podem modular o 
nível de ansiedade (MOREIRA et al., 2007; CAMPOS et al, 2010; 
ROOHBAKHSH et al., 2007 e 2009; RUBINO et al., 2008).  
Sabe-se, por exemplo, que a microinjeção de AM404 ((N-(4-
Hidroxifenil)-5Z,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenamida, um inibidor da 
captação de anandamida) no hipocampo ventral se mostrou 
ansiogênica em ratos não-estressados e ansiolítica em ratos 
estressados, mostrando que o estresse pode ser um fator determinante 
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no efeito induzido pelos eCBs (CAMPOS et al, 2010). Já a 
microinjeção de um inibidor da enzima FAAH no hipocampo ventral 
de ratos foi ansiogênica (ROOHBAKHSH et al., 2009) e a 
microinjeção de 
9
-THC (o princípio ativo da maconha), foi 
ansiolítica em ratos (RUBINO et al., 2008).  
No caso do hipocampo dorsal, a microinjeção de AM251((N-
(Piperidina-1-yl)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxami da, um antagonista dos receptores CB1) foi 
ansiolítica em ratos (ROOHBAKHSH et al., 2007). 
Na dlPAG, o aumento da atividade dos eCBs pela microinjeção 
de Anandamida (agonista CB1), AM404 (inibidor da captação de 
anandamida) e URB597 (Ácido Ciclohexil Carbônico 3'-(Amino 
Carbonil)-[1,1'-bifenil]-3-yl ester, inibidor da enzima FAAH) induziu 
efeito ansiolítico no teste de ansiedade de Vogel, efeito esse 
bloqueado por AM251 (LISBOA et al., 2008; MOREIRA et al., 
2007). Na dlPAG, ACEA, agonista CB1, também apresentou efeito 
ansiolítico no LCE (MOREIRA et al., 2007).  
Na amígdala basolateral, a microinjeção de baixas doses de 
9
-
THC foi ansiogênica, enquanto que a microinjeção de doses mais 
elevadas não promoveu efeito em ratos testados no LCE (RUBINO et 
al., 2008). Na amígdala central, a microinjeção de ACPA ((N-
(Ciclopropil)-5Z,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenamida, agonista CB1) foi 
ansiolítica em ratos testados no LCE (ZARRINDAST et al., 2008) e a 
microinjeção de 
9
-THC no córtex pré-frontal foi também  ansiolítica 
no LCE (RUBINO et al., 2008). 
Entretanto, apesar da presença de receptores do tipo CB1 no 
nAcb (TSOU et al., 1998), a literatura não dispõe de estudos 
avaliando o seu papel sobre os comportamentos do tipo ansiedade em 
ratos. Assim, o objetivo do experimento 1 do nosso trabalho foi 
avaliar o efeito da microinjeção de agonista CB1 na cnAcb sobre a 
emocionalidade de ratos no LCE.  
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1.4.3 Canabinóides e Ingestão alimentar 
 
 
 
Além de amplamente descritos na literatura pela sua 
participação na emocionalidade e ansiedade, os eCBs também são 
importantes na regulação do balanço energético e peso corporal 
(QUARTA et al., 2011; ANDRÉ e GONTHIER, 2010; BERMUDEZ-
SILVA et al., 2010), mediante a modulação dos aspectos 
homeostáticos e hedônicos da ingestão de alimento (DI MARZO et 
al., 2009). Receptores CB1 são encontrados em áreas do sistema 
nervoso relacionadas com o controle da ingestão de alimento, tais 
como o hipotálamo (HERKENHAM et al., 1990) e nAcb (TSOU et 
al., 1998) e sabe-se que os eCBs têm uma relevância substancial para 
a ingestão de alimentos, uma vez que animais knockout para o 
receptor CB1 apresentam redução na ingestão de alimentos e peso 
reduzido (COTA el al., 2003).  
Tem sido demonstrado na literatura que os eCBs (anandamida e 
2-AG) e canabinóides exógenos como o Δ
9
-THC aumentam a ingestão 
de alimento (WILLIAMS e KIRKHAM, 1999; WILLIAMS et al., 
1998; HO et al., 2007; KOCH e MATTHEWS, 2001). A 
administração de agonistas CB1, central (MERROUN et al., 2009) e 
sistêmica (GÓMEZ et al., 2002) induziu efeito hiperfágico em ratos 
pré-saciados (24h de privação alimentar e acesso à comida 
previamente ao experimento). Já a administração sistêmica (GÓMEZ 
et al., 2002) e central (i.c.v.; MERROUN et al., 2009) de antagonistas 
CB1 induziu efeito hipofágico em ratos pré-saciados.  
O efeito hiperfágico induzido por agonistas eCBs parece ser 
mediado pela ativação de receptores CB1 localizados no hipotálamo, 
visto que a microinjeção de anandamida no hipotálamo ventromedial 
induziu hiperfagia em ratos (JAMSHIDI e TAYLOR, 2001). No 
mesmo sentido, a microinjeção de Δ
9
-THC no hipotálamo aumentou a 
ingestão de alimento, efeito esse bloqueado por rimonabant, um 
antagonista dos receptores CB1 (VERTY et al., 2005).  
Sabe-se que o aumento da ingestão de alimentos induzido por 
agonistas de receptores CB1 parece envolver componentes específico 
da dieta, tais como carboidratos (ESCARTÍN-PÉREZ et al., 2009). 
Também tem sido proposto que eCBs hipotalâmicos podem ativar 
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tonicamente os receptores CB1 para manter a ingestão de alimento em 
condições de restrição alimentar (DI MARZO et al., 2001). 
Em relação ao nAcb, a participação de eCBs sobre a ingestão 
de alimento tem um papel bem estabelecido. As repostas já obtidas 
com canabinóides na cnAcb, com a utilização de agonistas CB1, 
demonstram geralmente hiperfagia, como por exemplo a microinjeção 
de drogas que aumentam a atividade dos eCBs na cnAcb, tais como 
AA5HT (N-araquidonoil-serotonina, inibidor da enzima FAAH) e 
OMDM-1 ((R)-N-oleoil-(10-hidroxibenzil)-20-etanol amina, inibidor 
da captação de anandamida) induziram hiperfagia em ratos saciados, 
que foi bloqueada pela co-administração de AM251 (SORIA-GÓMEZ 
et al., 2007), a administração de Oleamida (molécula canabimimética) 
também promove hiperfagia e sua combinação com AM251 por sua 
vez também reduz a ingestão alimentar (SORIA-GÓMEZ et al., 
2010).  
Com a utilização de ração padrão em ratos saciados, agonistas 
CB1 também promoveram efeitos hiperfágicos no Acb (CORTÉS-
SALAZAR et al., 2014) e a microinjeção de ACEA, promoveu 
hiperfagia em ratos restritos, num protocolo com ração de elevado 
valor hedônico (CORTÉS-SALAZAR et al., 2012). A microinjeção de 
anandamida na cnAcb também induziu hiperfagia (KIRKHAM et al., 
2002; MAHLER et al., 2007) e aumento do impacto reforçador de 
sacarose intra-oral, sem alterar o impacto aversivo de quinina intra-
oral em ratos saciados, indicando que a ativação dos receptores CB1 
na cnAcb aumenta o consumo de alimento favorecendo o consumo de 
componentes nutricionais de elevado valor hedônico (MAHLER et al., 
2007; ESCARTÍN-PÉREZ et al., 2009); assim, os eCBs no nAcb 
parecem ser importantes no direcionamento do apetite para alimentos 
mais palatáveis, determinando o grau de ingestão calórica 
(HARROLD et al., 2002) e contribuindo para a ocorrência de 
distúrbios de obesidade (MATIAS et al., 2006; HARROLD et al., 
2002). 
Também tem sido proposto que o aumento da ingestão de 
alimento induzido pelo aumento da atividade de eCBs na cnAcb pode 
envolver a ativação de núcleos hipotalâmicos (SORIA-GÓMEZ et al., 
2007), já que os receptores CB1 no Acb parecem modular a liberação 
de mediadores hipotalâmicos (capazes de inibir ou estimular a 
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ingestão de alimento) e de dopamina na cnAcb, (DI MARZO et al., 
2009; PAGOTTO et al., 2005). 
Percebe-se que os estudos envolvendo a participação dos eCBs 
na cnAcb sobre a ingestão de alimento utilizaram ratos saciados e/ou 
ingestão de alimento de alto valor hedônico. A literatura não dispõe de 
estudos avaliando o papel dos eCBs no nAcb sobre a ingestão de 
alimento padrão em estados nutricionais, tal como privação de 
alimento de 24 horas.  Nesse sentido, os poucos estudos disponíveis 
utilizando animais privados de alimentação por 24h, se utilizaram de 
administrações sistêmicas de drogas, demonstrando que um agonista 
dos receptores CB1 (ESCARTÍN-PÉREZ et al., 2009) e 
9
-THC 
(WILEY et al., 2005) induziu hiperfagia, enquanto que um 
antagonista dos receptores CB1 induziu hipofagia (RIEDEL et al., 
2009; WILEY et al., 2005).  
Assim, o experimento 2 do nosso trabalho teve como objetivo 
avaliar o efeito da microinjeção de um agonista e antagonista dos 
receptores CB1 na cnAcb sobre a ingestão de alimento em ratos em 
uma situação nutricional de privação alimentar de 24 horas. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1. Objetivo Geral 
 
 
Estudar a participação de receptores canabinóides do tipo CB1 
na cnAcb sobre respostas comportamentais relacionadas à ansiedade 
de ratos saciados no LCE, bem como sobre o comportamento 
ingestivo de ratos privados de alimento. 
 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
 Estabelecer uma curva dose-resposta da microinjeção de 
ACEA (agonista CB1) na cnAcb sobre comportamentos 
relacionados à ansiedade de ratos saciados no labirinto em 
cruz elevado.  
 
 Avaliar os efeitos da microinjeção de ACEA no ventrículo 
lateral sobre comportamentos relacionados à ansiedade de 
ratos saciados no labirinto em cruz elevado, verificando a 
hipótese de dispersão da droga devido sua proximidade 
anatômica com o nAcb. 
 
 Estabelecer uma curva dose-resposta da microinjeção de 
ACEA na cnAcb, nas mesmas doses utilizadas no teste do 
LCE, sobre a ingestão de alimento em ratos submetidos a um 
protocolo de privação alimentar. 
 
 Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores CB1, com o 
antagonista AM251, sobre a ingestão de alimento em ratos 
submetidos a privação alimentar. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
 
 
 
3.1  Animais  
 
 
Ratos (Rattus norvegicus) Wistar machos, pesando entre 280 e 
300g, foram utilizados como sujeitos experimentais. Os animais foram 
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa 
Catarina e mantidos em grupos de cinco em caixas de polipropileno (49 
x 34 x 16cm) forradas com maravalha. Antes dos experimentos os 
animais foram submetidos a 7 dias de adaptação ao biotério do 
laboratório com livre acesso à água e ração (CR-1, Nuvilab), sob 
temperatura de 21 ± 2
o
C e ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes 
acendendo às 06:00h). Os animais foram manipulados apenas para 
limpeza das caixas (a cada 48 horas), pesagem e administração de 
drogas. Os experimentos foram realizados no período vespertino (13:00 
-16:00h) com o observador fora da sala de experimentação.  
Todos os procedimentos realizados foram previamente 
aprovados pelo Comitê de Ética ao Uso de Animais (CEUA) 
(PP00724) da Universidade Federal de Santa Catarina (em anexo). 
 
3.2  Drogas 
 
Os animais receberam microinjeções de ACEA 
(Araquidonoil-2-Cloroetilamida, um agonista de receptores 
canabinóides tipo 1) (Tocris; doses de 0,005, 0,05, 0,5 pmol) 
dissolvida em etanol (0,04%) em solução salina (0,9%) e o grupo 
controle ou veículo (VEH), recebeu etanol (0,04%) em solução salina 
(NaCl) 0,9%. Os animais também foram tratados com AM251 ((N-
(Piperidina-1-yl)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxamida) (Tocris; doses de 100 e 10 pmol) dissolvido 
em salina (NaCl) 0.9% com 2% de etanol e o grupo controle ou 
veículo (VEH), recebeu salina (NaCl) 0.9% com 2% de etanol. A 
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injeção das drogas e dos respectivos veículos foi realizada por meio de 
uma agulha injetora (Mizzy-Slide-Park; 0,3 mm de diâmetro), 
introduzida na cânula-guia e conectada por um tubo de polietileno a 
uma microseringa Hamilton (capacidade de 1 l). Seu tamanho 
excedeu ao da cânula-guia em 2,0 mm. A cânula não foi introduzida 
exatamente até o núcleo no dia da cirurgia, visando minimizar lesões 
prévias ao experimento, sendo o núcleo lesionado apenas pela 
microinjeção 7 dias após a cirurgia. Com o objetivo de minimizar 
variações na pressão intracerebral, as soluções foram administradas no 
período de 1 min., sendo o volume injetado de 200 nl (0,2 l). As 
doses de ACEA e AM251 foram escolhidas de acordo com faixa de 
doses já descritas na literatura (MOREIRA et al., 2007). 
 
3.3  Implantação unilateral de cânulas-guia no 
Accumbens 
 
 
Para implantação das cânulas-guia na cnAcb, os ratos foram 
anestesiados com uma mistura de Ketamina (87 mg.kg
-1
)  e Xilasina 
(13 mg.kg
-1
) por via i.p. e, em seguida, foram adaptados ao aparelho 
estereotáxico (Figura 5). As coordenadas para a implantação das 
cânulas-guia na cnAcb foram derivadas do atlas estereotáxico para 
cérebro de ratos (PAXINOS e WATSON, 2007. AP + 0,15mm, L+ 
0,10 e DV – 0,57 mm). As cânulas-guia foram confeccionadas a partir 
de agulhas hipodérmicas, com 0,7 mm de diâmetro externo e 17 mm 
de comprimento. Na região de acesso cirúrgico na cabeça, após 
assepsia com álcool iodado, uma incisão longitudinal foi realizada no 
escalpo, de forma a expor a calota craniana. A porção exposta do 
crânio foi cuidadosamente raspada e seca para garantir a adesão do 
acrílico. Em seguida foi marcada a posição para a perfuração e 
implantação das cânulas-guia (unilateralmente) de acordo com o 
bregma. Para perfuração da calota craniana e formação de um orifício, 
por onde foi introduzida a cânula-guia, utilizou-se uma broca esférica 
de uso odontológico. Cada cânula foi fixada à calota craniana por 
meio de um parafuso de joalheiro posicionado no canto oposto à sua 
posição, de modo a oferecer uma fixação eficaz da mesma e no 
mesmo tamanho da cânula foi inserido dentro dela um fio ortodôntico 
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para obstrução da cânula até o dia do experimento, evitando assim o 
entupimento da mesma, sendo por fim esse conjunto envolvido por 
acrílico autopolimerizável, formando uma estrutura sólida capaz de 
resistir aos eventuais choques mecânicos com a gaiola, deste modo 
permitindo uma completa fixação da cânula até o dia do experimento. 
Feito isso o animal foi colocado em caixa individual e teve o corpo 
coberto com maravalha com o intuito de aquecê-lo após o 
procedimento, então retornou ao biotério e foi mantido com água e 
ração ad libitum até o dia do experimento (para os animais que 
passaram pelo teste do LCE e para os animais que passaram pelo teste 
de ingestão alimentar, ficaram com água e ração ad libitum até o dia 
que antecedia o experimento, ficando posteriormente privados de 
alimento até o dia do teste). 
 
       
 
Figura 5. Fotografia do aparelho estereotáxico utilizado nos 
procedimentos cirúrgicos. 
 
 
3.4  Implantação de cânulas-guia no Ventrículo 
Lateral 
 
 
 Para implantação das cânulas-guia no ventrículo lateral (VL), 
os animais passaram pelo mesmo protocolo descrito no item 3.3. As 
coordenadas para a implantação da cânula-guia no ventrículo lateral 
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foram também derivadas do atlas estereotáxico para cérebro de ratos 
(PAXINOS e WATSON, 2007. AP + 0,08mm, L+ 0,15 e DV – 0,30 
mm). As cânulas-guia foram confeccionadas a partir de agulhas 
hipodérmicas, com 0,7 mm de diâmetro externo e 13 mm de 
comprimento. Um manômetro contendo salina auxiliou na localização 
da cavidade ventricular. Esse manômetro consiste de um tubo de vidro 
em forma de U, situado ao lado e acima do estereotáxico, conectado à 
cânula guia por meio de um tubo longo de polietileno. Esse sistema, 
contendo solução salina 0,9%, forma uma coluna de líquido cujo 
menisco poderá ser visualizado através do vidro. O deslocamento do 
menisco indicará quando a cânula-guia atingir a luz do ventrículo 
lateral. Após o procedimento cirúrgico os animais retornaram ao 
biotério e foram mantidos com água e ração ad libitum até o dia do 
experimento. 
 
 
 
 
3.5  Testes  
        
  
    
  3.5.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)  
 
 
O LCE utilizado é constituído de duas passarelas de madeira, 
perpendiculares, formando uma cruz simétrica (quatro braços de 50cm 
de comprimento por 10cm de largura) com um quadrante central de 
10X10cm, na junção entre os quatro braços. Dois braços opostos são 
fechados por paredes laterais de vidro fumê de 40cm de altura, 
enquanto os braços restantes são abertos, circundados por uma borda de 
1cm de acrílico transparente para reduzir a ocorrência de quedas. O 
labirinto é elevado a 50cm do solo e, quatro lâmpadas fluorescentes 
(15W cada), dispostas igualmente em forma de cruz, 100 cm acima do 
labirinto, são utilizadas como única fonte de iluminação. Cada teste 
teve início com a colocação do animal no quadrante central do 
labirinto, com a face voltada para um dos braços fechados, 
permanecendo em livre exploração por 5 minutos. Cada teste foi 
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filmado por uma câmera digital para posterior registro das variáveis 
comportamentais, com o auxílio do Programa Etholog 2.25 (OTTONI, 
2000). As variáveis comportamentais foram expressas como média e 
erro padrão da média e divididas em espaço-temporais e etológicas. 
Com o objetivo de evitar pistas odoríferas, após cada teste, o labirinto 
foi limpo com tecido umedecido em solução alcoólica 20%. 
 
 
  3.5.2 Teste de Ingestão alimentar  
 
 
O teste da ingestão alimentar consiste em uma caixa de 
polipropileno (49 x 34 x 16cm) com três paredes escuras e uma 
transparente, onde pelo lado de fora da parede transparente há um 
espelho posicionado à 45° de modo  que o animal não consiga se 
visualizar no mesmo, mas permitindo ao observador uma melhor 
visualização dos comportamentos do animal no vídeo para posterior 
transcrição (Figura 3). A webcam é acoplada acima da caixa. Dentro da 
caixa há água e uma quantidade de ração previamente pesada, onde o 
animal explora esse ambiente livremente por 30 minutos. Previamente 
à avaliação da ingestão alimentar no dia do experimento, cada animal 
foi submetido a um período de adaptação à caixa teste por 30 minutos, 
durante os 2 dias consecutivos anteriores ao dia do experimento, 
estando os mesmos saciados. Para a avaliação da ingestão de alimento 
(dia 3), cada animal foi privado de ração por 24h antes do teste em si, 
conforme WILEY e colaboradores (2005).  
A avaliação da ingestão de alimento foi feita imediatamente 
após a microinjeção das drogas. Ao final do teste, a ração restante na 
caixa experimental foi pesada e o consumo de alimento foi avaliado 
pela diferença entre a quantidade inicial e final de ração. Com o 
objetivo de evitar pistas odoríferas, após cada teste, a caixa 
experimental foi limpa com tecido umedecido em solução alcoólica 
20%. Durante o teste, o comportamento do animal foi filmado por uma 
câmera digital. As filmagens foram posteriormente analisadas com o 
auxílio do programa Etholog 2.25 (OTTONI, 2000). 
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3.6 Procedimentos Experimentais 
 
 
 
3.6.1 Experimento 1. 
 
 
 
Visando estabelecer uma curva dose resposta do agonista 
CB1, ACEA, e seus efeitos sobre comportamentos relacionados à 
ansiedade, um grupo de 38 animais recebeu implantação unilateral de 
cânula guia na cnAcb, como descrito no item 3.3. e após 7 dias de 
recuperação cirúrgica, cada animal recebeu uma microinjeção de 
ACEA ou VEH, (ACEA 0,005 pmol, n=10; ACEA 0,05 pmol, n=9; 
ACEA 0,5 pmol, n=8 e VEH, n=11) e foram posteriormente testados 
no LCE (item 3.5.1). Após a obtenção dos resultados no LCE, 13 
animais receberam a cânula guia no Ventrículo Lateral conforme 
descrito no item 3.4 (ACEA 0,05 pmol, n=7 e VEH, n=6). O objetivo 
desse experimento foi checar se alguma alteração comportamental 
poderia ser decorrente da dispersão da droga do local de microinjeção 
(no caso, a cnAcb) para o Ventrículo Lateral. Foi utilizada a dose 
efetiva, na cnAcb que alterou o comportamento dos animais no LCE, 
no VL. Após 7 dias de recuperação cirúrgica, foram testados no LCE 
como descrito no item 3.5.1. 
 
 
3.6.2 Experimento 2. 
 
 
Para avaliar as mesmas doses do agonista ACEA utilizadas no 
teste do LCE, num protocolo de ingestão alimentar, um grupo de 43 
animais recebeu implantação unilateral de cânula guia na cnAcb, 
como descrito no item 3.3. e após 7 dias de recuperação cirúrgica, 
cada animal foi ambientado durante dois dias anteriores ao 
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experimento. 24 horas antes do experimento os animais foram 
privados de alimento e no dia seguinte cada animal recebeu uma 
microinjeção de ACEA ou VEH, (ACEA 0,005 pmol, n=12; ACEA 
0,05 pmol, n=12; ACEA 0,5 pmol, n=10 e VEH, n=9) e foram 
posteriormente submetidos ao teste de ingestão alimentar (conforme 
descrito no item 3.5.2). 
 
 
 
3.6.3 Experimento 3. 
 
 
Para avaliar o efeito do bloqueio dos receptores CB1 na cnAcb, 
um grupo de 23 animais recebeu implantação unilateral de cânula guia 
na cnAcb, como descrito no item 3.3. e após 7 dias de recuperação 
cirúrgica, cada animal foi ambientado durante dois dias anteriores ao 
experimento. 24 horas antes do experimento os animais foram 
privados de alimento e no dia seguinte cada animal recebeu uma 
microinjeção de AM251 ou VEH, (AM251 10pmol, n=6; AM251 
100pmol, n=10 e VEH, n=7), e foram posteriormente submetidos ao 
mesmo teste de ingestão alimentar que o grupo com o agonista 
(conforme descrito no item 3.5.2) 
 
 
 
3.7 Histologia 
 
 
Ao final dos experimentos, os ratos com cânulas implantadas 
unilateralmente na cnAcb foram anestesiados e perfundidos 
transcardialmente com salina 0,9%, seguido de formol a 10%. O 
posicionamento das cânulas foi verificado por meio da injeção de 200 
nl de azul de Evans. Logo após, as peças foram dissecadas e imersas 
por 7 dias em formol a 10%. Passado esse período, os cérebros 
passaram por um protocolo de fixação para crioproteção e foram então 
congelados e cortados com o auxílio de um criostato em fatias de 60 
m de espessura. Após a montagem em lâminas gelatinizadas os 
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cortes foram corados pelo método de Nissl e analisados ao 
microscópio. A reprodução gráfica dos cortes e dos pontos de injeção 
analisados ao microscópio foi realizada manualmente a partir do atlas 
de PAXINOS e WATSON (2007), para assim saber o exato local do 
posicionamento das microinjeções.  
Os ratos com cânulas implantadas unilateralmente no 
ventrículo lateral foram anestesiados e perfundidos transcardialmente 
com salina 0,9%, seguido de formol a 10%. O posicionamento das 
cânulas foi verificado por meio da injeção de 200 nl de azul de Evans 
e após o encéfalo ser removido, foi cortado longitudinalmente para a 
observação do espalhamento do corante no ventrículo. Foram 
considerados somente os animais que apresentaram extravasamento 
do corante por toda a cavidade ventricular. 
 
 
 
3.8  Análise Estatística 
 
 
 
Os dados foram analisados pela análise de variância ANOVA 
de uma via no teste do LCE e Ingestão Alimentar (fator tratamento) e 
ANOVA de duas vias na relação entre dia e tratamento no teste de 
Ingestão Alimentar (fator dia X tratamento). Quando os efeitos 
principais das ANOVAs foram significantes, as mesmas foram 
seguidas do teste de Newman-Keuls para múltiplas comparações. 
Apenas valores de probabilidade menores que 5% foram considerados 
significantes.  
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   3.9 Desenho Experimental 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Desenho experimental 
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4. RESULTADOS 
 
 
 
4.1 Microinjeções 
 
 
A análise histológica das microinjeções mostrou que 104 animais 
apresentaram as microinjeções na região da cnAcb (Região rostral do 
Acb). Não foram incluídos na análise estatística os animais que 
tiveram as cânulas-guia e microinjeções em outras áreas que não fosse 
a região da concha do Acb devido as regiões atingidas serem muito 
variadas, onde não foi possível o fechamento de grupos específicos 
por região. 
 
 
 
 Grupos das microinjeções de droga e veículo na região da 
cnAcb e doses administradas no teste do Labirinto em Cruz 
Elevado (Figura 7): 
 
 11 animais receberam microinjeção de veículo (VEH. Etanol 
0,04% em Salina 0,9%).  
 10 animais receberam microinjeção de ACEA 0,005 pmol. 
 9 animais receberam a microinjeção de ACEA 0,05 pmol. 
 8 animais receberam a microinjeção de ACEA 0,5 pmol. 
 
 
 Grupos das microinjeções de droga e veículo no Ventrículo 
Lateral e doses administradas no teste do Labirinto em Cruz 
Elevado: 
 
 6 animais receberam microinjeção de veículo (VEH. Etanol 
0,04% em Salina 0,9%). 
 7 animais receberam microinjeção de ACEA 0,05 pmol. 
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 Grupos das microinjeções de droga e veículo na região da 
cnAcb e doses administradas no teste da Ingestão Alimentar com 
ACEA (Figura 8) e AM251 (Figura 9): 
 
 9 animais receberam microinjeção de veículo (VEH. Etanol 
0,04% em Salina 0,9%). 
 12 animais receberam microinjeção de ACEA 0,005 pmol. 
 12 animais receberam a microinjeção de ACEA 0,05 pmol. 
 10 animais receberam a microinjeção de ACEA 0,5 pmol. 
 7 animais receberam microinjeção de veículo (VEH. Etanol 
2% em Salina 0,9%). 
 6 animais receberam a microinjeção de AM251 10 pmol. 
 10 animais receberam a microinjeção de AM251 100 pmol. 
51 
 
  .  
Figura 7. Distribuição das microinjeções de ACEA na região rostral 
da concha do Núcleo Accumbens de ratos submetidos ao teste do 
Labirinto em Cruz Elevado. Desenho esquemático de cortes coronais 
(50μm) do cérebro do rato de acordo com o atlas PAXINOS e 
WATSON (2007). As drogas foram microinjetadas nas doses de 
0,005, 0,05 e 0,5 pmol/0.2μl: Etanol ( ), ACEA 0,005 pmol (   ) 
ACEA 0,05 pmol (   ) e ACEA 0,5 pmol (   ) e posteriormente os 
animais foram submetidos ao LCE. Abreviações: AcbC: centro do 
núcleo accumbens; AcbSh: concha do núcleo accumbens; aca: 
comissura anterior; ICj: ilhas de Calleja; ICjM: ilhas de Calleja, 
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grande ilha; LAcbSh: concha lateral do accumbens; LV: ventrículo 
lateral, CPu: caudado putamen (estriado). 
 
 
 
 
        
Figura 8. Distribuição das microinjeções de ACEA na região rostral 
da concha do Núcleo Accumbens de ratos submetidos ao teste de 
ingestão alimentar e fotomicrografia mostrando o local de uma 
microinjeção. A microinjeção está demonstrada com um círculo 
localizada na concha do núcleo accumbens. A seta branca maior 
mostra a comissura anterior, a seta preta única mostra o ventrículo 
lateral e as setas brancas menores mostram as ilhas de Calleja, 
(AP=1.20; PAXINOS e WATSON, 2007). O desenho esquemático de 
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cortes coronais (60μm) do cérebro do rato de acordo com o atlas 
PAXINOS e WATSON (2007) mostra os pontos de microinjeção. As 
drogas foram microinjetadas nas doses de 0,005, 0,05 e 0,5 
pmol/0,2μl: Etanol ( ), ACEA 0,005 pmol ( ) ACEA 0,05 pmol 
( ) e ACEA 0,5 pmol ( ) e posteriormente os animais foram 
submetidos ao teste de ingestão alimentar. Abreviações: AcbC: centro 
do núcleo accumbens; AcbSh: concha do núcleo accumbens; aca: 
comissura anterior; ICj: ilhas de Calleja; ICjM: ilhas de Calleja, 
grande ilha; LAcbSh: concha lateral do accumbens; LV: ventrículo 
lateral, CPu: caudado putamen (estriado) 
 
Figura 9. Posicionamento das microinjeções de AM251 na região 
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rostral da concha do Núcleo Accumbens de ratos submetidos ao teste 
de ingestão alimentar. O desenho mostra cortes coronais (60μm) do 
cérebro do rato, com os pontos de microinjeção de acordo com o atlas 
PAXINOS e WATSON (2007). As drogas foram microinjetadas nas 
doses de 10 e 100 pmol/0,2μl: Etanol (      ), AM251 10 pmol (     ), 
AM251 100 pmol (    )e posteriormente os animais foram submetidos 
ao teste de ingestão alimentar. Abreviações: AcbC: centro do núcleo 
accumbens; AcbSh: concha do núcleo accumbens; aca: comissura 
anterior; ICj: ilhas de Calleja; ICjM: ilhas de Calleja, grande ilha; 
LAcbSh: concha lateral do accumbens; LV: ventrículo lateral, CPu: 
caudado putamen (estriado). 
 
 
 
4.2 Experimento 1 e 2: Teste do Labirinto em Cruz Elevado  
 
 
 
Todos as 38 microinjeções posicionadas no nAcb, estão 
mostradas esquematicamente na Figura 7. As microinjeções atingiram 
o interior da concha do nAcb rostral (AP, 2,28-1,20), como descrito 
por REYNOLDS e BERRIDGE 2002. Uma fotomicrografia 
representa a localização de uma destas microinjeções (Figura 10). 
Com relação à microinjeção de ACEA, ANOVA de uma via 
indicou redução da porcentagem de tempo de permanência dos 
animais nos braços abertos do LCE (F3,34 = 3,35; p <0,05; Fig. 11A) e 
da porcentagem de entradas dos animais nos braços abertos do LCE 
(F3,34 = 3,23; p <0,05; Fig. 11B). Além disso, a ANOVA também 
indicou um efeito principal significativo de redução das entradas dos 
animais nos braços abertos do LCE (F3,34 = 3,84; p <0,05; Fig. 12A) e 
não houve nenhum efeito significativo sobre as entradas dos animais 
nos braços fechados do LCE (F3,34 = 2,06 ; p = NS; Fig. 12B). O teste 
de Newman-Keuls para múltiplas comparações revelou que a 
porcentagem de tempo nos braços abertos e entradas nos braços 
55 
 
abertos estavam diminuídos nos animais que receberam 0,05 pmol 
ACEA na cnAcb em comparação com o grupo microinjetado com 
veículo (Fig. 11A e 12A, respectivamente), porém com relação a 
porcentagem de entradas nos braços abertos, o teste de Newman-
Keuls mostrou que 0,05 pmol ACEA, foi marginalmente significativo 
em comparação ao grupo controle (p = 0,0519). Em relação às 
variáveis etológicas, a ANOVA de uma via não revelou qualquer 
efeito significativo em relação à imersão de cabeça, SAP, auto-
limpeza ou exploração vertical. (Tabela 1). 
A análise de variância de uma via não mostrou qualquer 
efeito significativo sobre as variáveis espaço-temporais e etológicas 
quando a dose da ACEA, que induziu um efeito ansiogênico quando 
microinjetada na cnAcb, foi microinjetada no VL (ver tabela 2). 
 
   
 
Figura 10. Fotomicrografia mostrando o local de uma microinjeção. 
A microinjeção está demonstrada com um círculo no local da lesão da 
agulha injetora, localizada na concha do núcleo accumbens. As setas 
pretas duplas mostram a comissura anterior, a seta preta única mostra 
o ventrículo lateral e as setas brancas mostram as ilhas de Calleja, 
(AP=1.56; PAXINOS e WATSON, 2007). 
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Figura 11. Representação do efeito ansiogênico induzido pela 
microinjeção de ACEA na concha do Núcleo Accumbens. A % de 
tempo nos braços abertos está representada no gráfico A e a % de 
entradas nos braços abertos, no gráfico B. Ratos foram 
unilateralmente microinjetados com ambos veículo (Etanol 0,04% em 
Salina 0,9%, n=11) ou ACEA nas doses de 0,005 (n=10), 0,05 (n=9) e  
0,5 pmol (n=8) na concha do núcleo accumbens e subsequentemente 
testados no labirinto em cruz elevado. As colunas representam média 
± E.P.M. *p < 0,05 comparado ao grupo tratado com veículo 
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls para 
múltiplas comparações).  
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Figura 12. Número de entradas nos braços abertos e fechados do 
Labirinto em Cruz Elevado após a microinjeção de ACEA na concha 
do Núcleo Accumbens. O número de entradas nos braços abertos está 
representado no gráfico A enquanto o número de entradas nos braços 
fechados, no gráfico B. Ratos foram unilateralmente microinjetados 
com ambos veículo (Etanol 0,04% em Salina 0,9%, n=11) ou ACEA 
nas doses de 0,005 (n=10), 0,05 (n=9) e  0,5 pmol (n=8) na concha do 
núcleo accumbens e subsequentemente testados no labirinto em cruz 
elevado. As colunas representam média ± E.P.M. *p < 0.05 
comparado ao grupo tratado com veículo (ANOVA de uma via 
seguida do teste de Newman-Keuls para múltiplas comparações). 
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Tabela 1. Resultados da ANOVA de uma via mostrando os comportamentos dos ratos testados no LCE após a 
microinjeção com veículo ou as doses de ACEA na região da concha do núcleo Accumbens. 
 
Variáveis ACEA 0 ACEA 0,05 ACEA 0,005 ACEA 0,5 Efeitos da ANOVA 
AL 2,0  0,7 1,6  0,6 1,7  0,3 1,3  0,7 F3,34 = 0,15; p=NS 
EV 11,8  1,6 11,4  1,5 13,2  0,7 13,7  0,9 F3,34 = 0,64; p=NS 
IC 8,1  1,8 3,8  0,6 6,4  1,0 8,2  1,6 F3,34 = 1,96; p=NS 
SAP 5,4  0,9 5,3  0,8 4,6  0,4 5,6  0,8 F3,34 = 0,32; p=NS 
 
Os dados foram expressos em media ± erro padrão da média. Ratos foram microinjetados unilateralmente com veículo 
(Etanol 0,04% em Salina 0,9%, n=11) ou ACEA nas doses de 0,005 (n=10), 0,05 (n=9) e 0,5 pmol (n=8) (0.2µl) na 
concha do núcleo accumbens (cnAcb) e testados (5 min) no LCE. AL, Auto-Limpeza. EV, Exploração Vertical. SAP, 
Stretched-Attend Postures. IC, Imersão de Cabeça. NS indica não significante. 
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Tabela 2. Resultados da ANOVA de uma via mostrando os 
comportamentos dos ratos testados no Labirinto em Cruz Elevado após 
a microinjeção com veículo ou ACEA (0,05 pmol) no Ventrículo 
Lateral. 
Os dados foram expressos em media ± erro padrão da média. Ratos 
foram microinjetados unilateralmente com veículo (Etanol 0,04% em 
Salina 0,9%, n=6) ou ACEA na dose de 0,05pmol (n=7) (0,2µl) no 
ventrículo lateral e testados (5 min) no LCE. EF, Entradas nos Braços 
Fechados. EA, Entradas nos Braços Abertos. %TA, Porcentagem de 
Tempo nos Braços Abertos. %EA, Porcentagem de Entradas nos Braços 
Abertos. AL, Auto-Limpeza. EV, Exploração Vertical. IC, Imersão de 
Cabeça SAP, Stretched-Attend Postures. NS indica não significante. 
 
Variáveis ACEA 0 ACEA 0,05 Efeitos da ANOVA 
EF 4,6  1,2 4,0  1,4 F1,11= 0,11; p=NS 
EA 2,5  0,9 2,8  1,2 F1,11= 0,04; p=NS 
%TA 12,5  4,5 12,4  4,9 F1,11= 0,01; p=NS 
%EA 31,3  11,0 32,9  11,6 F1,11= 0,01; p=NS 
AL 2,5  0,9 1,5  0,7 F1,11= 0,59; p=NS 
EV 10,0  2,1 8,7  1,3 F1,11= 0,26; p=NS 
IC 3,1  0,8 5,4  1,6 F1,11= 1,29; p=NS 
SAP 5,3  0,7 6,0  0,8 F1,11= 0,33; p=NS 
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4.3. Experimento 3: Teste de Ingestão alimentar 
 
 
Todas as 43 microinjeções de ACEA atingiram o interior da 
cnAcb rostral (AP, 2,28-1,20). O desenho esquemático representando os 
grupos e uma fotomicrografia de uma lâmina que representa a 
microinjeção na região da cnAcb, estão representados na Figura 8. 
Em relação aos resultados da microinjeção de ACEA, a análise 
estatística de variância ANOVA de uma via não indicou um efeito 
significativo sobre a quantidade de alimento ingerido (F3,39 = 1,67; 
p=0,18; Fig. 13A), duração (F3,39 = 1,16; p=0,33; Fig. 13B), latência 
(F3,39 = 0,34; p=0,79; Fig. 13C) e frequência (F3,39 = 1,03; p=0,38; Fig. 
13D) da ingestão de alimentos. A ingestão de água também permaneceu 
inalterada com os tratamentos (F3,39 = 0,48; p=0,69). O tratamento com 
ACEA também não apresentou efeitos nos comportamentos não 
ingestivos como auto-limpeza (F3,39 = 0,89; p=0,45), exploração vertical 
(F3,39 = 0,55; p=0,64), locomoção (F3,39 = 0,09; p=0,96), imobilidade 
(F3,39 = 0,73; p=0,53) e SAP (F3,39 = 0,51; p=0,67), todos esses 
comportamentos estão representados na Tabela 3. 
Apesar de não haver resposta sobre a ingestão alimentar em 
relação ao grupo controle no dia do experimento, uma resposta 
hiperfágica foi observada devido à restrição alimentar de 24 horas. Os 
animais foram ambientados dois dias antes do experimento (dias 1 e 2), 
foram expostos a um protocolo de privação alimentar de 24 horas e no 
dia 3, os ratos receberam a microinjeção das drogas. A ANOVA de duas 
vias indicou que em relação à variável “dia”, os ratos de todos os 
grupos, privados de alimento, apresentaram uma resposta de aumento de 
ingestão alimentar com relação aos dias anteriores em que estavam 
saciados (F2,117 = 92,47; p < 0,05), (Figura 14), porém não houve 
interação entre as variáveis “dia X tratamento” nem com a variável 
“tratamento”.  
Em relação às microinjeções do antagonista AM251, não foram 
observados efeitos significativos com a análise de variância ANOVA de 
uma via. A quantidade de alimento ingerido (F2,20 = 0,33; p=0,71; Fig. 
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15A), a duração da ingestão (F2,20 = 0,68; p=0,51; Fig. 15B), latência 
(F2,20 = 0,29; p=0,75; Fig. 15C) e frequência da ingestão (F2,20 = 0,01; 
p=0,98; Fig. 15D) permaneceram inalterados após o tratamento. A 
ingestão de água também não foi alterada com AM251 (F2,20 = 1,04; 
p=0,36), assim como os comportamentos não ingestivos, como auto-
limpeza (F2,20 = 1,26; p=0,30), exploração vertical (F2,20 = 0,49; 
p=0,61), locomoção (F2,20 = 1,27; p=0,30), imobilidade (F2,20 = 0,38; 
p=0,68) e SAP (F2,20 = 0,69; p=0,51), todos estes representados na 
Tabela 4. Apesar de não terem sido observadas respostas na ingestão 
alimentar, após as microinjeções com AM251, ANOVA de duas vias 
indicou uma resposta de aumento de ingestão no dia do experimento 
(variável “dia”) devido a privação alimentar de 24 horas tanto no 
controle quanto nos animais tratados com o antagonista (F2,60 = 124,59; 
p < 0,05), (Figura 16). A ANOVA de duas vias indicou que não houve 
interação entre as variáveis “dia X tratamento” nem com a variável 
“tratamento”. Todas as 23 microinjeções de AM251 atingiram a região 
rostral da cnAcb e estão representadas na figura esquemática (Figura 9).  
A análise de variância ANOVA de uma via mostrou ainda que 
apesar dos grupos controle terem recebido diferentes concentrações de 
etanol, a ingestão alimentar não foi diferente entre os grupos, quando 
comparados em uma mesma análise (F6,59 = 1,26; p=0,28). 
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Figura 13. Representação dos comportamentos ingestivos na caixa de 
registro comportamental após a microinjeção de ACEA na concha do 
Núcleo Accumbens. A quantidade de alimento ingerido, em gramas, 
está representada no gráfico A, a duração da ingestão no gráfico B, 
latência para iniciar o comportamento ingestivo no gráfico C e 
frequência da ingestão no gráfico D. Ratos foram unilateralmente 
microinjetados com ambos veículo (Etanol 0,04% em Salina 0,9%, n=9) 
ou ACEA nas doses de 0,005 (n=12), 0,05 (n=12) e 0,5 pmol (n=10) na 
concha do núcleo accumbens e subsequentemente testados na caixa de 
ingestão por 30 minutos. As colunas representam média ± E.P.M. 
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls para múltiplas 
comparações).  
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Figura 14. Representação do aumento da ingestão alimentar causado 
pela privação alimentar, no dia 3 (dia do experimento após 24h de 
privação alimentar) de ratos submetidos à microinjeção de ACEA. Os 
ratos foram ambientados na caixa de ingestão nos dois dias que 
antecediam o experimento (dia 1 e 2), sem privação alimentar e foram 
privados de alimento após a segunda ambientação. No dia 3 receberam 
as microinjeções e foram novamente submetidos à caixa de registro 
comportamental (caixa de ingestão). Ratos foram unilateralmente 
microinjetados no dia 3 (representado pela linha pontilhada), com 
ambos veículo (VEH- Etanol 0,04% em Salina 0,9%, n=9) ou ACEA 
nas doses de 0,005 (n=12), 0,05 (n=12) e 0,5 pmol (n=10) na concha do 
núcleo accumbens e subsequentemente testados na caixa de ingestão por 
30 minutos. As colunas representam média ± E.P.M. *p < 0,05 
comparado aos dias 1 e 2 (ANOVA de duas vias seguida do teste de 
Newman-Keuls para múltiplas comparações).  
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Figura 15. Representação dos comportamentos ingestivos na caixa de 
registro comportamental após a microinjeção de AM251 na concha do 
Núcleo Accumbens. A quantidade de alimento ingerido, em gramas, 
está representada no gráfico A, a duração da ingestão no gráfico B, 
latência para iniciar o comportamento ingestivo no gráfico C e 
frequência da ingestão no gráfico D. Ratos foram unilateralmente 
microinjetados com ambos veículo (Etanol 2% em Salina 0,9%, n=7) ou 
AM251 nas doses de 10 (n=6) e 100pmol (n=10) na concha do núcleo 
accumbens e subsequentemente testados na caixa de ingestão por 30 
minutos. As colunas representam média ± E.P.M. (ANOVA de uma via 
seguida do teste de Newman-Keuls para múltiplas comparações).  
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Figura 16. Aumento da ingestão alimentar causado pela privação 
alimentar, no dia 3 (dia do experimento após 24h de privação alimentar) 
de ratos submetidos à microinjeção de AM251. Os ratos foram 
ambientados na caixa de ingestão nos dois dias que antecediam o 
experimento (dia 1 e 2), sem privação alimentar, foram privados de 
alimento após a ambientação do dia 2 e no dia 3, após receberem as 
microinjeções, foram novamente submetidos à caixa de registro 
comportamental (caixa de ingestão). Ratos foram unilateralmente 
microinjetados no dia 3 (representado pela linha pontilhada), com 
ambos veículo (Etanol 2% em Salina 0,9%, n=7) ou AM251 nas doses 
de 10 (n=6) e 100pmol (n=10) na concha do núcleo accumbens e 
subsequentemente testados na caixa de ingestão por 30 minutos. As 
colunas representam média ± E.P.M. *p < 0,05 comparado aos dias 1 e 
2 (ANOVA de duas vias seguida do teste de Newman-Keuls para 
múltiplas comparações). 
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Tabela 3. Resultados da ANOVA de uma via mostrando os comportamentos dos ratos testados na caixa de registro 
comportamental após a microinjeção com veículo ou as doses de ACEA na região da concha do Núcleo Accumbens. 
Variáveis     ACEA 0 ACEA 0,005 ACEA 0,05 ACEA 0,5 Efeitos da ANOVA 
AL 5,5  1,9 5,5  1,1 8,0  1,8 4,8  0,9 F3,39 = 0,89; p=NS 
EV 15,8  1,9 17,0  3,4 12,5  2,3 14,8  2,4 F3,39 = 0,55; p=NS 
Locomoção (s) 56,6  10,4 60,5  8,5 53,9  9,6 56,6  8,8 F3,39 = 0,09; p=NS 
Imobilidade (s) 324,3 131,1 532,5  137,1 282,6  123,0 331,4  154,2 F3,39 = 0,73; p=NS 
SAP 1,6  0,7 2,4  0,4 2,9  0,7 2,7  0,9 F3,39 = 0,51; p=NS 
 
Os dados foram expressos em media ± erro padrão da média. Ratos foram microinjetados unilateralmente com veículo 
(Etanol 0,04% em salina 0,9%) ou ACEA nas doses de 0,005, 0,05 ou 0,5 pmol (0,2µl) na concha do núcleo 
accumbens (cnAcb) e testados (30 min) na caixa de registro comportamental. AL, Autolimpeza EV, Exploração 
Vertical. SAP, Stretched-Attend Postures. NS indica não significante. 
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Tabela 4. Resultados da ANOVA de uma via mostrando os 
comportamentos dos ratos testados na caixa de registro comportamental 
após a microinjeção com veículo ou as doses de AM251 na região da 
concha do Núcleo Accumbens. 
 
Os dados foram expressos em media ± erro padrão da média. Ratos 
foram microinjetados unilateralmente com veículo (Etanol 2% em salina 
0,9%) ou AM251 nas doses de 10 ou 100 pmol (0,2µl) na concha do 
núcleo accumbens (cnAcb) e testados (30 min) na caixa de registro 
comportamental. AL, Autolimpeza. EV, Exploração Vertical. SAP, 
Stretched-Attend Postures. NS indica não significante. 
Variables AM251 0 AM251 10 AM251 100 Main effects 
AL 3,5  0,9 6,1  1,3 6,9  1,7 F3,39 = 0,89; p=NS 
EV 33,5  15,2 20,1  7,6 23,0  5,2 F3,39 = 0,55; p=NS 
Locomoção (s) 105,6  28,1 53,7  14,5 89,9  18,8 F3,39 = 0,87; p=NS 
Imobilidade (s) 183,3  157,1 178,8  87,3 314,8  122,7 F3,39 = 0,73; p=NS 
SAP 1,0  0,4 1,3  0,3 1,7  0,4 F3,39 = 0,51; p=NS 
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5. DISCUSSÃO 
 
5.1 Ansiedade  
 
 
O sistema canabinóide é um importante modulador de muitos 
outros sistemas de neurotransmissão como é demonstrado amplamente 
pela literatura (CARVALHO et al., 2010; CHEER et al., 2004; 
MANZONI e BOCKAERT, 2001). Uma ampla variedade de efeitos em 
muitas regiões cerebrais ocorrem quando esse sistema é 
farmacologicamente modulado (CAMPOS et al., 2010; RIBEIRO et al., 
2009; MOREIRA et al., 2007).  
Efeitos ansiolíticos são os mais comumente observados nos 
comportamentos de ansiedade, quando há manipulação farmacológica 
do sistema canabinóide, sistêmica e centralmente, no Labirinto em Cruz 
Elevado (LCE) (BORTOLATO et al., 2006; BRAIDA et al., 2007; 
RUBINO et al., 2007; MOREIRA et al., 2007). Entretanto, efeitos 
ansiogênicos também têm sido descritos em modelos de estresse 
crônico. Por exemplo, um agonista CB1 sistemicamente administrado 
promoveu respostas ansiogênicas em ratos (HILL e GORZALKA, 
2004). Além disso, o THC sistêmico, o componente psicoativo da 
cannabis, promoveu efeitos ansiogênicos em ratos testados no LCE 
(SCHRAMM-SAPYTA et al., 2007), bem como o componente não-
psicoativo da cannabis, o canabidiol, mostrou-se ansiogênico após 
administração sistêmica crônica (ELBATSH et al., 2012) e aumentou a 
expressão de fos no nAcb (GUIMARÃES et al., 2004). O efeito 
ansiogênico de agonistas canabinóides em ratos parece também 
envolver o sistema opióide, uma vez que a ansiogênese promovida por 
um agonista de receptores CB1, foi antagonizada por um antagonista de 
receptores opióides (MARÍN et al., 2003).  
Esta pesquisa focou na região rostral do nAcb e tem sua 
justificativa em estudos anteriores de nosso laboratório, nos quais foram 
obtidas respostas ansiolíticas/ansiogências através da modulação 
farmacológica de alguns sistemas neurotransmissores (GABAérgico, 
glutamatérgico e noradrenérgico) na cnAcb rostral. LOPES et al., 2007 
mostraram que os agonistas GABAérgicos na cnAcb induziu efeitos 
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ansiolíticos e DA CUNHA et al., 2008a, 2008b mostraram um efeito 
ansiolítico após a administração de antagonistas de receptores AMPA 
na cnAcb em ratos testados no LCE. KOCHENBORGER et al., 2012, 
mostrou um efeito ansiolítico do agonista adrenérgico α2 injetado na 
cnAcb rostral, em ratos submetidos ao LCE. No entanto, também há 
evidências de um papel das regiões mais caudais na cnAcb na 
modulação de comportamentos defensivos (REYNOLDS e 
BERRIDGE, 2001, 2002, 2003). 
Este estudo utilizando um agonista CB1 sintético, ACEA, 
mostra um efeito ansiogênico induzido pela microinjeção de ACEA na 
região rostral da cnAcb, com uma redução significativa na porcentagem 
de tempo e número de entradas nos braços abertos do LCE. Estes 
parâmetros representam um índice espaço-temporal da ansiedade no 
modelo de LCE, onde os braços abertos são considerados áreas 
aversivas do aparato (RODGERS e JOHNSON, 1995). No entanto, 
outras variáveis etológicas que representam os estados emocionais, tais 
como SAP e imersão de cabeça, (RODGERS et al., 1999) não foram 
alterados, apesar do efeito ansiogênico, sugerido pela diminuição de 
variáveis espaço-temporais, ter ocorrido.  
O presente estudo também demonstrou que o efeito ansiogênico 
induzido pela microinjeção de ACEA nas regiões mais rostrais da 
cnAcb não é decorrente da dispersão da droga para o ventrículo lateral. 
A fim de excluir a possibilidade de que a droga se espalhasse para o 
ventrículo e assim explicando alguns dos efeitos, ACEA 0,05 pmol 
injetada no ventrículo lateral, e não mostrou ter qualquer efeito sobre 
comportamentos relacionados à ansiedade no LCE (Tabela 2). A 
especificidade regional do efeito é evidente quando a dose de 0,05 pmol 
foi eficaz em promover comportamentos relacionados à ansiedade 
somente quando a microinjeção ocorreu na cnAcb mostrando dessa 
forma que um possível extravasamento da droga não estaria interferindo 
nos resultados obtidos.  
O nAcb recebe uma ampla variedade de aferências de regiões 
cerebrais e envia projeções para muitas outras, sendo modulada por 
vários sistemas neuroquímicos como GABAérgico, noradrenérgico e 
dopaminérgico (ver BASAR et al., 2010), e sabe-se que os canabinóides 
podem modular a neurotransmissão GABAergica (MANZONI e 
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BOCKAERT, 2001), dopaminérgica (CHEER et al., 2004) e 
noradrenérgica (CARVALHO et al., 2010) no nAcb. Sabe-se também 
que os receptores CB1 estão presentes no corpo estriado, incluindo o 
nAcb (TSOU et al., 1998) e algumas manipulações farmacológicas com  
canabinóides podem ser capazes de alterar o humor e ansiedade 
(WITKIN et al., 2005).  
Dados presentes na literatura sugerem que a neurotransmissão 
dopaminérgica pode ser a base das respostas ansiogênicas aqui 
relatadas. A administração de Δ9-tetra-hidrocanabinol (a qual  mostrou 
ser ansiogênica em ratos testados no LCE, SCHRAMM-SAPYTA et al., 
2007) aumenta o efluxo de dopamina no córtex pré-frontal medial e no 
nAcb de ratos em um estudo de microdiálise (CHEN et al., 1990, 
1991.); Δ9-tetrahidrocanabinol, heroína e um agonista canabinóide 
também aumentam a dopamina extracelular na cnAcb de ratos (TANDA 
et al., 1997).  
Sabe-se ainda que ansiolíticos clinicamente eficazes, tais como 
benzodiazepínicos, podem diminuir a concentração de dopamina no 
nAcb de ratos (FINLAY et al., 1992). A clonidina, um agonista 
adrenérgico, induz efeito ansiolítico no LCE quando injetada na cnAcb 
de ratos  (KOCHENBORGER et al., 2012), e, quando co-administrada 
com midazolam, reduz o efluxo de dopamina no nAcb (MURAI et al., 
1998). No entanto FG 7142 (N-Metil-Beta-Carbolina-3-Carboxamida), 
um agonista inverso benzodiazepínico, aumentou a expressão de c-Fos 
no nAcb (SINK et al., 2010).  
Assim, uma vez que é observado um aumento da dopamina na 
cnAcb com a utilização de drogas ansiogênicas, como beta-CCE (Etil-
Beta-Carbolina-3-Carboxilato) e FG 7142, (MCCULLOUGH e 
SALAMONE, 1992) e sob condições de estresse (KALIVAS e DUFFY, 
1995), sugerimos que o efeito ansiogênico, induzido por 0,05 pmol de 
ACEA, pode ser devido a um aumento de dopamina no nAcb, porém 
são necessários mais estudos para melhor investigar essa possibilidade.  
O papel da neurotransmissão GABAérgica também é bem 
estabelecido na modulação da ansiedade no Acb (LOPES et al., 2007, 
2012). O nosso laboratório demonstrou efeitos ansiolíticos dos 
agonistas GABAérgicos, quando administrado na cnAcb de ratos 
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testados no LCE (LOPES et al., 2007) e os canabinóides pode inibir a 
transmissão GABAérgica (MANZONI e BOCKAERT, 2001).  
Sugerimos que a ativação do receptor CB1 pode inibir a 
atividade GABAérgica e, assim, aumentar a atividade dopaminérgica, 
uma vez que se sabe que a estimulação dos receptores CB1 em 
terminais nervosos GABAérgicos aumenta a liberação de dopamina no 
nAcb de ratos (SPERLÁGH et al., 2009), que foi sugerido 
anteriormente que causa aumento da ansiedade. Assim, é necessário 
investigar em estudos futuros, se o efeito ansiogênico induzido pela 
microinjeção de 0,05 pmol de ACEA na cnAcb rostral observado no 
presente estudo é devido a uma inibição de neurotransmissão 
GABAérgica no núcleo. 
A literatura mostra que os efeitos dos agonistas canabinóides 
são geralmente duais, em que as doses mais elevadas são geralmente 
ansiogênicas e doses mais baixas são ansiolíticas (VIVEROS et al., 
2005; HALLER et al., 2004; PATEL e HILLARD, 2006; GENN et al., 
2004). O efeito ansiogênico é também observado quando agonistas 
inversos canabinóides são injetados na amígdala basolateral ou 
intraperitonealmente (TAMBARO et al., 2013; SINK et al., 2010; 
DONO e CURRIE, 2012).  
Caracteristicamente, drogas que promovem um efeito 
ansiolítico através da modulação dos receptores canabinóides, 
apresentam uma curva de dose-resposta em “U” invertido (MOREIRA 
et al., 2007;. PATEL e HILLARD 2006; RIBEIRO et al., 2009), o que é 
contrário ao nosso estudo, no qual obteve-se um efeito ansiogênico com 
um agonista, demonstrado por uma curva dose-resposta em forma de 
“U”. MOREIRA et al., 2007 obteve efeitos de tipo ansiolítico quando a 
mesma dose eficaz de agonista utilizado no nosso estudo foi 
microinjetada na substância cinzenta periaquedutal, enquanto nenhum 
efeito foi observado após a administração de 0,5 pmol ACEA na mesma 
área.  
Nós sugerimos que a ausência de resultados na menor dose 
utilizada pode ser devido a uma modesta ativação dos receptores, sendo 
incapaz de evocar resposta mensurável e a dose maior, de 0,5 pmol 
pode ser que estivesse causando uma superestimulação dos receptores 
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promovendo assim uma dessensibilização e ausência de efeito, porém 
mais estudos são necessários para confirmar esta hipótese.  
Estes dados indicam que a neurotransmissão canabinóide pode 
modular diferencialmente o comportamento relacionado com ansiedade 
de acordo com a região específica do cérebro. Além disso, estudos 
futuros utilizando outras drogas que modulam o sistema 
endocanabinóide, tal como outros agonistas do receptor CB1, inibidores 
da hidrólise endocanabinoide, bem como antagonistas seletivos dos 
receptores CB1 deve reforçar o presente estudo, que aponta para um 
papel ansiogênico dos receptores CB1 na cnAcb.  
 
5.2  Ingestão Alimentar 
 
 
A ativação de receptores CB1 com administração sistêmica e na 
cnAcb, promove respostas hiperfágicas e aumenta a quantidade de 
alimento ingerido em ratos saciados e pré-saciados com alimento 
contendo alto valor hedônico e carboidratos (DESHMUKH e 
SHARMA, 2012; CORTÉS-SALAZAR et al., 2012; ESCARTÍN-
PEREZ et al., 2009); ACEA quando injetado na cnAcb, aumenta a 
ingestão com alto valor hedônico em ratos pré-saciados (CORTÉS-
SALAZAR et al., 2012) e os agonistas CB1 WIN 55, 212-2 e CP 
55,940, aumentam a ingestão em ratos saciados com ração padrão 
(CORTÉS-SALAZAR et al., 2014). 
A manipulação farmacológica dos receptores CB1 demonstra 
importantes efeitos sobre comportamentos ingestivos (KOCH e 
MATTHEWS, 2001; COTA, 2006; WILLIAMS e KIRKHAM, 1999; 
WILLIAMS et al., 1998; HO et al., 2007; VERTY et al., 2005; 
DESHMUKH e SHARMA, 2012; CORTÉS-SALAZAR et al., 2012; 
ESCARTÍN-PEREZ et al., 2009). Apesar dos agonistas CB1 serem bem 
estabelecidos na literatura como drogas que alteram a ingestão 
alimentar, não obtivemos efeitos sobre comportamentos ingestivos em 
ratos privados após a microinjeção de ACEA na cnAcb (figura 13). 
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GÓMEZ et al., 2002, assim como demonstramos em nossos 
resultados, também não observaram alterações na ingestão alimentar 
com a administração central de agonistas canabinóides (i.c.v.) em ratos 
parcialmente saciados (24 horas de privação de aimento, alimentados 
por 60 minutos antes do teste) e com administração sistêmica em ratos 
privados (descrito por WILLIAMS et al., 1998).  
Estes dados previamente relatados, assim como outros, 
mostram que o estado nutricional, o valor hedônico dos alimentos, as 
doses utilizadas nesses trabalhos e a localização das microinjeções são 
muito importantes nas respostas ingestivas, relacionadas aos receptores 
canabinóides (GÓMEZ et al., 2002; DESHMUKH e SHARMA, 2012; 
CORTÉS-SALAZAR et al., 2012; BERMUDEZ-SILVA et al., 2010; 
MCLAUGHLIN et al., 2005; WERNER e KOCH, 2003; CHAMBERS 
et al., 2004; ESCARTÍN-PEREZ et al., 2009). 
Outro fato relevante é que, a região rostral da cnAcb, modula 
comportamentos ingestivos através de múltiplos sistemas 
neuroquímicos (LOPES et al., 2007, 2012; REYNOLDS e BERRIDGE, 
2001, 2002, 2003), mas em nosso presente estudo, as manipulações 
farmacológicas de receptores CB1 rostralmente localizados na cnAcb, 
não induziram alterações na ingestão alimentar em ratos. 
Em nosso estudo prévio, em que avaliamos comportamentos 
defensivos, respostas relacionadas a esses comportamentos foram 
obtidas quando o agonista ACEA foi administrado rostralmente na 
cnAcb.  Talvez os canabinóides no accumbens exibam uma diferença 
rostrocaudal na modulação de comportamentos ingestivos e defensivos, 
como observado em outros estudos. REYNOLDS e BERRIDGE (2001, 
2002 e 2003) observaram que existem diferenças entre comportamentos 
ingestivos e defensivos com relação à modulação GABAérgica e 
glutamatérgica rostrocaudal de tal forma que as regiões rostrais foram 
responsáveis pela modulação de comportamentos ingestivos, enquanto 
as regiões caudais pela modulação de comportamentos defensivos.  
Essa diferença de respostas na região rostral da cnAcb, em 
relação ao nosso estudo prévio (KOCHENBORGER et al., 2012), no 
qual um agonista adrenérgico promoveu apenas respostas relacionadas a 
comportamentos defensivos e não ingestivos, nos mostram que, 
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dependendo da neurotransmissão e dos receptores ao longo da 
distribuição rostrocaudal na cnAcb, estes sejam responsáveis 
diferentemente por uma ampla gama de respostas. Nós acreditamos que 
isso pode estar acontecendo também com os canabinóides, uma vez que 
a manipulação farmacológica dos receptores na região rostral parece 
modular apenas comportamentos relacionados à ansiedade 
(KOCHENBORGER et al., 2014).  
O presente estudo mostrou que a privação alimentar promove 
considerável aumento da ingestão alimentar, uma vez que os animais 
que receberam veículo estavam fortemente motivados ao 
comportamento ingestivo e ACEA quando injetada na cnAcb rostral não 
foi hábil em promover qualquer efeito na ingestão de alimentos nesses 
animais privados de alimentação. A princípio, esse resultado sugere que 
a ativação dos receptores CB1 na região rostral da concha, falhou em 
aumentar a sinalização canabinóide que talvez pudesse estar 
previamente elevada devido a privação alimentar e, desse modo, o 
agonista não foi capaz de se sobrepor à resposta ingestiva elevada pelo 
jejum, mostrando que esse sistema parece estar pouco envolvido na 
ingestão quando sinais periféricos e centrais já estão ativados para 
estimular o animal a comer. 
Para melhor entender a circuitaria canabinóide e em vista do 
nosso protocolo com privação e estado de jejum, sabendo que há 
liberação de canabinóides endógenos no Accumbens em condições de 
privação alimentar (KIRKHAM et al., 2002), nós investigamos se o 
bloqueio dos receptores com o antagonista AM251 seria hábil em 
promover hipofagia após a microinjeção, uma vez que o antagonismo de 
receptores CB1 leva a redução da ingestão alimentar em ratos privados 
de alimento, restritos e pré-saciados (GÓMEZ et al., 2002; MERROUN 
et al., 2009; MCLAUGHLIN et al., 2005; WERNER e KOCH, 2003; 
SORIA-GÓMEZ et al., 2014). 
Apesar do antagonismo dos receptores CB1 ser bem 
estabelecido na atenuação da ingestão alimentar em ratos privados, 
restritos e parcialmente saciados (WERNER e KOCH, 2003; 
MCLAUGHLIN et al., 2005; CHAMBERS et al., 2004), nós não 
observamos redução na ingestão alimentar após 30 minutos de 
observação, com a administração do antagonista AM251na cnAcb.  
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A administração i.c.v. de outro antagonista CB1 SR141716A, 
não afeta a ingestão alimentar em ratos privados de alimento por 24 
horas (GÓMEZ et al., 2002), e não promove efeitos na ingestão 
alimentar quando administrado sistemicamente em animais saciados 
(DESHMUKH e SHARMA, 2012). no nAcb de ratos saciados após 1 e 
4 horas de observação (SORIA-GÓMEZ et al., 2007) e em animais 
privados de alimento por 12 horas, a administração i.c.v. do antagonista 
AM281, diminuiu a ingestão alimentar induzida por privação, 30 
minutos à 6 horas após as microinjeções, mas apenas nas doses mais 
altas administradas (WERNER e KOCH, 2003). 
No Acb, com 24 horas de privação alimentar, a microinjeção de 
AM251 promove efeitos hipofágicos após 1 e 4 horas de ingestão 
(SORIA-GÓMEZ et al., 2014). É importante notar que os 
procedimentos experimentais foram conduzidos de forma diferente dos 
nossos, uma vez que os experimentos de SORIA-GÓMEZ et al.,2014 
foram feitos com ciclo invertido (luzes desligando às 8 am), as doses 
utilizadas foram mais altas do que as nossas doses e o período de 
observação da ingestão alimentar, após as microinjeções, foram maiores 
que o nosso (1-4 horas) onde nós observamos por 30 minutos após as 
microinjeções, seguindo o protocolo que nosso grupo de pesquisa vem 
trabalhando nos últimos anos. Apesar dos canabinóides modularem a 
ingestão alimentar sobre condições de privação, nós podemos inferir 
que o receptor CB1 na cnAcb não modula comportamentos ingestivos 
sobre privação alimentar em 30 minutos de observação, e que sua 
modulação parece ser mesmo a longo prazo. 
Esses resultados obtidos com agonista e antagonista do receptor 
CB1, sugerem que os efeitos da microinjeção canabinóide na cnAcb 
rostral, na ingestão alimentar talvez requer doses maiores do antagonista 
e parece acontecer apenas a longo prazo, requerendo um tempo maior 
para apresentar algum efeito. Desse modo, nosso trabalho abre novas 
perspectivas para estudos futuros que visem melhor compreender 
através de outras ferramentas metodológicas e farmacológicas, 
ampliando o conhecimento e melhor esclarecendo o papel da concha do 
Acb na modulação canabinóide da ingestão alimentar em condições de 
privação.
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6. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
A ativação de receptores CB1 na região rostral da cnAcb pode 
modular o nível de medo/ansiedade em ratos, sendo ansiogênica em 
animais testados no LCE. 
 A ativação e bloqueio dos receptores CB1 na região rostral da 
concha do Núcleo Accumbens, não altera a ingestão alimentar em ratos 
privados, 30 minutos após a microinjeção de agonista e antagonista 
canabinóide, respectivamente. 
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